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0 Proteines hybrides entre une enzyme extra cytoplasm! que et au moins une autre proteine, leur 
procede de preparation, ainsi que leurs applications. 



2 ® Proteines hybrides entre un fragment d'une proteine P1 extracytoplasmique, une proteine P2 et une enzyme 
extracytoplasmique, la proteine P2 etant notamment un antigene ou un fragment variable (Fv) simple chaTne 
d'un anticorps, leur procede de preparation, ainsi que leurs applications notamment comme agent de diagnostic, 
iTj et dans le criblage d'une banque d'acide nucleique ou dans la selection de clones recombinants. 

Sequences d'ADN codant pour lesdites proteines hybrides, vecteurs depression contenant lesdites 
sequences, souches de bactenes ou de levures transformees par lesdits vecteurs ainsi que leur application pour 
2 la production et la secretion desdites prolines hybrides. 

Ladite proteine hybride comprend notamment successivement un fragment d'une proteine P1 export§e ou 
° secretee par un microorganisme notamment choisi dans le groupe qui comprend les bacteries et les levures, 
Q. une proteine P2 appropriee ou un fragment de celle-ci et au moins un fragment fonctionnel d'une enzyme 
UU appropriee, et possede a la fois les proprietes de I'enzyme et certaines proprtetes de.la proline P2, notamment 
celle d'interagir specifiquement avec un anticorps, un antigene ou un r^cepteur. 
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PROTEINES HYBRIDES ENTRE UNE ENZYME EXTRACYTOPLASMIQUE ET AU MOINS UNE AUTRE PROTEI- 
NE, LEUR PROCEDE DE PREPARATION, AINSI QUE LEURS APPLICATIONS. 

La presente invention est relative a des prolines hybrides entre un fragment d'une proteine P1 
extracytoplasmique, une proteine P2 et une enzyme extracytoplasmique, la proteine P2 etant notamment un 
antigene ou un fragment variable (Fv) simple chaTne d'un anticorps, a leur procedS de preparation, ainsi 
qu'a leurs applications notamment comme agent de diagnostic, et dans le criblage d'une banque d'acide 
5 nucleique ou dans la selection de clones recombinants. 

La presente invention est egalement relative aux sequences d'ADN codant pour lesdites proteines 
hybrides, a des vecteurs depression contenant lesdites sequences, a des souches de bacteries ou de 
levures transformees par lesdits vecteurs ainsi qu'a leur application pour la production et la secretion 
desdites proteines hybrides. 

70 Dans la litterature, un certain nombre de prolines hybrides ont ete decrites ainsi que leur proced£ de 
production. 

On peut citer notamment les Brevets americains 4 411 994 et 4 338 397, qui decrivent Putilisation du 
gene de la penicillinase dans le plasmide pBR322 pour produire des proteines de fusion, qui sont 
transportees dans Pespace periplasmique par la sequence "leader" de la penicillinase, en utilisant des 
75 sequences d'ADNc codant pour la preproinsuline, inserees au niveau du site Psti du plasmide pBR322. 

On peut citer egalement la Demande de Brevet europeen 196 864, qui decrit Putilisation de la sequence 
-leader 1 ' de la phosphatase alcaline, suivie en aval et en phase de lecture, par la sequence codante pour la 
proteine d^siree. 

Le systeme depression de ladite sequence inclut un promoteur approprie (par exemple le promoteur 
20 du gene phoA), \\§ de maniere opSrationnelle a ladite sequence codante hybride et en aval de ladite 
sequence, un terminateur appropri£, notamment le terminateur phoA. 

Cette Demande de Brevet europeen 196 864 fait apparaftre que seules les prolines dites sensibles 
peuvent etre fusionnees a la partie N terminale de la phosphatase alcaline et exportees ; 11 est, de plus, 
precise qu'une proteine est consid6r£e comme sensible lorsqu'elle comporte une sequence en amlno- 
25 acides qui interagit avec la sequence leader de la phosphatase alcaline et donne lieu a la secretion de 
ladite sequence. 

II est egalement precise que la sensibilite de la proteine, sans doute due a la nature de sa sequence en 
amino-acides qui permet cette cooperation entre les deux sequences, n'est pas comprise actuellement. II 
est toutefois clair que certaines proteines heterologues sont capables d'interagir avec la sequence signal 
30 derivee d'un certain nombre de "leader" bacteriens, alors que d'autres proteines sont incapables de cette 
interaction. 

Cette Demande europeenne decrit plus particulierement, comme proteines sensibles, PhGH et le TNF, 
alors que IML-2 est consideree comme une proteine non sensible, c'est-a-dire non exportee. Les proteines 
hybrides decrites dans cette Demande, sont destinees a produire notamment de PhGH ou du TNF en 

35 quantites industrielles, par un proced£ de recombinaison genetique, la sequence signal de la phosphatase 
alcaline servant uniquement au transport de la proteine etrangere. 

La Demande de Brevet europeen 242 243 decrit une proteine hybride comprenant une enzyme 
contenant un epitope, insere de telle sorte dans la chaTne peptidique de Penzyme, que Tepitope est expose 
de maniere a ce que lorsque la proteine hybride est en contact immunologique avec des anticorps diriges 

40 contre ('epitope, un complexe est forme entre ladite proteine hybride et lesdits anticorps et Pactivite 
enzymatique de ladite enzyme est pre serv^e soit dans Petat non complexe, soit dans Petat complexe. La 
proline hybride decrite dans cette Demande europeenne est repliee dans la membrane externe d'une 
bacterie, de telle sorte que Pepitope choisi soit exposS a la surface de la bacterie ; des souches de E. Colt 
portant a leur surface externe des r£cepteurs modifies du phage lambda contenant, exposees & la surface. 

45 les proteines hybrides ci-dessus definies sont egalement decrites dans cette Demande. Les proteines 
hybrides decrites dans cette Demande, peuvent eventuellement comprendre la phosphatase alcaline, la 
peroxydase ou la 0-galactosidase. 

II existe d f autres documents qui decrivent des proteines de fusion permettant d'obtenir le produit 
recherche, secrete ou exporte. On peut citer en particulier Particle au nom de T.P. HOPP et al. f paru dans 

so Biotechnol.. 1988. 6 , 1204-1210, qui decrit une sequence de fusion N-terminale courte utilisee comme 
marqueur pour ('identification et la purification de proteines recombinantes ; PSIimination dudit marqueur a 
Pavantage de ne pas necessiter de traitements drastiques de la proteine de fusion. II faut noter que, dans 
cet article T.P. HOPP et aU precisent que la realisation de proteines de fusion presente, a Pheure actuelle, 
un certain nombre dMnconvenients ; en effet, il n'est pas evident d'obtenir des proteines de fusion qui 

2 
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presenters une structure quaternaire qui correspond & celle de la proline native, qui soient stables et qui 
conservent Pactivite biologique de cette derniere ; on peut egalement citer Particle paru dans Biochemical 
and Biophysical Research, 1987, 149, 2, 607-614, qui d§crit une proline hybride qui comprend successive- 
rnent la -proinsuline ou un fragment de celle-cl et la phosphatase alcaline et est obtenue h partir d'un ADN 

s comprenant success! vement le gene de la proinsuline et le gfene de la phosphatase alcaline (liaison par 
Pextremite s' du gfene codant pour la phoA mature). 

Toutefois, les descriptions de proteines fusionn^es et/ou exportees decrites dans la litterature ne 
s'appliquent qu'a des cas particuliers et ne peuvent etre generalisabies. 

La Dernanderesse s'est, en consequence, donne pour but de pourvoir a une famille de proteines 

70 hybrides directement exportees dans Pespace periplasmique ou secretes en dehors de la cellule sous 
leurs formes hybrides et constitutes par un fragment d'une proteine P1, une proline P2 et une enzyme, 
lesdites proteines hybrides conservant les proprietes de ia proteine P2 et de I'enzyme et pouvant etre 
utilisees comme reactif de diagnostic et/ou de depistage dans le cadre de dosages de type RA (receptor 
assay) ou EIA (enzyme immunoassay), en particulier de type ELISA et pour la selection de clon s 

75 recombinants ou pour le criblage d'une banque d'ADN ; de telles proteines hybrides r^pondent mieux aux 
necessites de la pratique que les proteines hybrides de PArt ant£rieur, notamment en ce que lesdites 
proteines hybrides exportees ou sicreties sont directement utilisables comme reactif de diagnostic, sans 
etape de purification et sont stables. 

De plus, de telles proteines hybrides permettent notamment le dosage de petites molecules, qui 

20 habituellement, meme si elles peuvent etre couples chimiquement a une enzyme, ne peuvent pas trouver 
application comme reactif et qui sont, jusqu'a present, essentiellement dosees par RIA. 

C'est egalement un but de ('invention de fournir les outils pour la production desdites proteines 
hybrides. 

La presente invention a pour objet une sequence d'acide nucleique, caracteris^e en ce qu'elle est 

25 constituee par une sequence hybride comprenant sue cessivement la sequence leader du gene de 
structure d'une proteine appropri£e P1 exportee ou s^cretee par un microorganisme, notamment choisi 
dans le groupe qui comprend les bacteries et les levures, une sequence d'acide nucleique codant pour un 
fragment Nhb-terminal de ladite proteine P1 mature, une sequence d'acide nucleique codant pour une 
proteine P2, puis un fragment codant pour au moins un fragment fonctionnel de la sequence mature d'une 

30 enzyme appropriee, Pensemble de ces fragments etant en phase de lecture et codant pour une proteine 
hybride presentant a la fois les proprietes de I'enzyme et certaines proprietes de ladite proteine P2, 
notamment celle d'interagir specifiquement avec un anticorps, un antigene ou un recepteur. 

On entend, au sens de la presente invention, par acide nucleique, aussi bien une sequence d'acide 
nucleique simple brin que double brih, Pacide nucleique etant aussi bien un ADN qu'un ARN. 

35 Selon un autre mode de realisation avantageux de la sequence conforme a Pinvention, I'enzyme est 
choisie dans le groupe qui comprend notamment la phosphatase alcaline, la phosphatase acide, la glucose 
phosphatase acide, la phosphodiesterase cyclique et la ^-lactamase. 

Selon un autre mode de realisation avantageux de la sequence conforme k Pinvention, le fragment de 
sequence codant pour la proteine P2 est notamment choisi dans le groupe qui comprend les sequences 

40 codant pour les hormones peptidiques, les sequences codant pour une toxine et les sequences codant pour 
un fragment simple chaTne analogue aux domaines variables des immunoglobulines (immunoglobulines 
recombinantes). 

Ces derniers fragments sont notamment decrits dans Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 1988, 85 , 5879-5883. 

Selon une disposition de ce mode de realisation, la toxine est avantageusement une neurotoxine. 
45 Conform§ment a Pinvention, la proline P1 est identique a ou difterente de I'enzyme detinie ci-dessus. 

Selon un autre mode de realisation avantageux de la sequence conforme a Pinvention, ladite sequence 
d'acide nucleique est constituee par une sequence hybride comprenant successivement le fragment leader 
du gene de structure d'une enzyme exportee ou s§cret§e par un microorganisme, notamment choisi dans 
le groupe qui comprend les bacteries et les levures, une sequence d'acide nucleique codant pour un 
so fragment NH 2 -terminal de ladite enzyme mature, une sequence d'acide nucleique codant pour une proline 
P2, puis un fragment codant pour au moins un fragment fonctionnel de la sequence mature de ladite 
enzyme, Pensemble de ces fragments etant en phase de lecture et codant pour une proline hybride 
presentant & la fois les proprietes de I'enzyme et certaines proprietes de ladite proteine, notamment celle 
d'interagir specifiquement avec un anticorps, un antigfene ou un recepteur. 
55 Selon une disposition avantageuse de ce mode de realisation, ladite sequence hybride comprend 
successivement la sequence leader du gene de structure de la phosphatase alcaline. un fragment codant 
pour, au plus, les 28 aminoacides N-terminaux de la phosphatas alcaline mature, une sequence d'ADN 
codant pour une proteine P2 ou un fragment de celle-ci, puis un fragment codant pour, au moins, les 422 
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am.noac.des restants C-terminaux de la phosphatase alcaline. rensemble de ces fragments etant en phase 
de lecture et formant une sequence d'ADN hybride codant pour une proteine hybride presentant a la fois 
les propnetes de la phosphatase alcaline, en particulier son activity enzymatique et certaines des proprietes 
de la protd.ne P2. notamment celle d'interagir specifiquement avec un antigene. un anticorps ou un 

r©cept©ur. 

Selon une modality avantageuse de cette disposition, ladite sequence d'ADN hybride comprend 
success.vement la sequence d'acide nucleique codant pour le peptide leader de la phosphatase alcaline la 
sequence codant pour les 28 aminoacides N-terminaux de la phosphatase alcaline. la sequence codant 
pour lerabutoxme a (ea) mature, et la sequence codant pour les 422 aminoacides C-terminaux de la 
phosphatase alcaline. 

Conformement a cette modalite. la sequence codant pour I'erabutoxioe a comprend 192 paires de 
bases et deux sites de restriction Sau 3 Al supplementaires. 

Ladite sequence hybride comprend la sequence n° 1 ci-apres : 

GAA ATG ?c? £i Sr ?iJ **» Rla Ala G1 "> G1 y A=P He Thr 
aVl b „ GAA CGG GCT GCT CAG GGC GAT ATT ACT 

rrl r£ SiX Gly Ma Ar9 ^ Leu Thr ClyiMp Pro 2g ill 

p£ S S f T 2 SC Sf IT * ACG GG * «» =* £g 

sSSF Jesses 

S £ 2£ S S SS TCC GAA TCA GAG £ & £ ^ 

CAG ACT-fragment codant pour au moins les 422 aminoacides restants C-terminaux de la phosphatase 
alcaline, et est denommee ea/phoA28. 

La premiere fleche correspond au debut de I'insert contenant I'erabutoxine a ; la deuxieme fleche 
correspond a la fin dudit insert. e Tiecne 

GENE, Se e 44 e laT-l'S 6 dU 9&ne de StrUCtUre de 13 Ph0sphatase alcaline <9 fene P hoA > est °"6crite dans 
Selon une~autre disposition avantageuse de ce mode de realisation, la sequence nuclHique hybride 
conforme a I invention comprend successivement la sequence leader du gene de structure de la phospha- 
tase alcal.ne. un fragment codant pour les 6 aminoacides N-terminaux de la phosphatase alcaline mature 
une sequence d'acide nucleique codant pour une proline P2 ou un fragment de celle-cl. puis un fragment" 
codant pour les 444 aminoacides restants C-terminaux de la phosphatase alcaline. laquelle sequence 
comprend en outre, notamment pour la mise en phase de lecture de I'ensemble de ces fragments, en aval 
et/ou en amort du fragment codant pour la proteine P2, un fragment d'acide nucleique approprie. laquelle 
sequence hybr.de, en phase de lecture, code pour une proteine hybride presentant a la fois les proprietes 
de la phosphatase alcaline et certaines des proprietes de la proteine differente de I'enzyme. notamment 
celle d interagir specifiquement avec un antigene, un anticorps ou un recepteur. 

Une sequence d'acide nucleique hybride conforme ft I'invention, dans laquelle la sequence codant pour 
la prote.ne P2 est inseree apres le triplet codant pour le 6eme aminoacide de la phosphatase alcaline 
mature est notamment preparee grace a ('insertion d'au moins un site de restriction unique dans la 
sequence codant pour la phosphatase alcaline. dephasant le cadre de lecture du gene de la phoA et 
empechant I'expression de la phosphatase alcaline, alors que Insertion de la proteine P2 au niveau dudit 
site, p rmet, dans les conditions de 1'invention. le rephasage du gene de la phosphatase alcaline et 
I'expression de cette derniere. 

Selon une modalite avantageuse de cette disposition, ladite sequence d'ADN hybride comprend 
success.vement .la sequence leader du gene de structure de la phosphatase alcaline. la sequence codant 
pour les 6 am.noac.des N-terminaux de la phosphatase alcaline. la sequence d'acide nucleique codant pour 
lang.otens.ne I. un fragment comprenant la sequence AGG G et qui permet de rephaser le gene de la 
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phosphatase alcaline, puis un fragment codant pour, au moins, les 444 aminoacides restants C-temninaux 
de la phosphatase alcaline. 

Ladite sequence hybride comprend la sequence n° 2 ci-apr§s : 



-21 
GTG 
Met 


AAA 
lys 


CAA 
gin 


AGC 
ser 


ACT 
thr 


ATT 
ile 


GCA 
ala 


CTG 
leu 


GCA 
ala 


CTC 
leu 


TTA 
leu 


CCG 
pro 


TTA 
leu 


CTG 
leu 


TTT 
phe 


ACC 
thr 


CCT 
pro 


GTG 
val 


ACA 
thr 


AAA 

lys 


-1 

GCC 

ala 


+ 1 

CGG 

arg 


ACA 
thr 


CCA 
pro 


GAA 
glu 


ATG 
met 


+ 6 

CCC 

pro 


GAT 
asp 


CGT 
arg 


GTC 
val 


TAT 

tyr 


ATT 
ile 


CAC 
his 


CCG 
pro 


TTT 
phe 


CAC 
his 


CTT 
leu 


Agg 
arg 


+7 

gTT 

val 


CTG 
leu 


GAA 
glu 


AAC 
asn 


CGG 
arg 


GCT 
ala 


GCT 
ala 


CAG 
gin 


GGC 
gly 


GAT 
asp 


ATT 
ile 


ACT 
thr 


GCA 
ala 


CCC 
pro 


GGC 
gly 


GGT 
gly 


GCT 
ala 


CGC 
arg 



CGT TTA ACG . . . 
arg leu thr . . . 



. . CTG AAA TAA 
. . leu lys stop 



Cette sequence n° 2 est denommee Angio/phoA6. 

Dans cette sequence n° 2, la numerotation negative correspond aux acides amines du peptide signal de 
la phosphatase alcaline et la numerotation positive correspond aux acides amines de la phosphatase 
alcaline mature. La sequence soulignee est celle de I'angiotensine I. L'arginine precedant la valine + 7 a 6te 
introduite par les necessites du clonage et la remise en phase du gene de la phoA. Les nucleotides, 
correspondent au site de restriction unique defini ci-dessus introduit dans le gene de la phosphatase, sont 

indiques en lettres minuscules ; il s'agit dans le cas present d'un site Smal (ccc ggg). Cela permet de 

mettre en evidence le dephasage du gene phoA entraTne par la presence dudit site et le rephasage apport£ 
par Pintroduction de la sequence de I'angiotensine. La portion de sequence de la phosphatase non 
representee (pointings) correspond h celle publi<§e par CHANG et al. (CHANG, C.N., W.-J. KUANG, and E.Y. 
CHEN, 1986, Gene, 44:121-125). 

Selon une autre modality avantageuse de cette disposition, ladite sequence d'ADN hybride comprend 
successivement la sequence leader du gfene de structure de la phosphatase alcaline, la sequence codant 
pour les 6 aminoacides N-terminaux de la phosphatase alcaline, un fragment comprenant la sequence GAT 
CCC, la sequence d'acide nucleique codant pour I'^rabutoxine a, un fragment comprenant la sequence GAT 
C, lequel fragment permet de rephaser le gene de la phosphatase alcaline, puis un fragment codant pour, 
au moins, les 444 aminoacides restants C-terminaux de la phosphatase alcaline. 

Ladite sequence hybride comprend la sequence n° 3 ci-apres : 



50 



55 
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-21 



5 


GTG 


AAA 

1 vc 
±ys 


CAA AGC 
gin ser 


ACT 

4_ 1_ -w. 

tnr 


ATT 
ile 


GCA 
ala 


CTG 
leu 


GCA 
ala 


CTC 
leu 


TTA 
leu 


CCG 
pro 


TTA 
leu 


CTG 
leu 




TTT 

phe 


ivrr 

thr 


pro 


GTG 
val 


ACA 
thr 


AAA 
lys 


-1 

GCC 

ala 


+ 1 

CGG 

arg 


ACA 
thr 


CCA 
pro 


GAA 
glu 


ATG 
met 


+ 6 

CCC 

pro 


GAT 
asp 


70 


ccc 

pro 


arg 


ATA 
lie 


TGT 
cys 


TTT 
phe 


AAC 
asn 


CAT 
his 


CAG 
gin 


TCA 
ser 


TCG 
ser 


CAA 
gin 


CCG 
pro 


CAA 
gin 


ACC 
thr 




ACT 

i.nr 


AAA 
lys 


ACT 
thr 


TGT 
cys 


TCA 
ser 


CCT GGG 
pro qly 


GAG 
glu 


AGC 
ser 


TCT 
ser 


TGC 
cys 


TAT 
tyr 


AAC 
asn 


AAG 
lys 


IS 


CAA 
gin 


TGG 
trp 


AGC 
ser 


GAT TTC 
asp phe 


CGT 
arg 


GGA 
gly 


ACT 
thr 


ATA 
ile 


ATT 
ile 


GAA 
glu 


AGG 

a. x. y 


GGA 
giy 


TGT 
cys 


20 


GGT 

giy 


TGC 
cys 


CCC 
pro 


ACA 
thr 


GTG 
val 


AAG 
lys 


CCC 
pro 


GGT 


ATT 
ile 


AAA 
lys 


CTC 
leu 


AGT 
ser 


TGT 
cys 


TGC 
cys 




GAA 
glu 


TCA 
ser 


GAG 
glu 


GTC 
val 


TGC 
cys 


AAC 
asn 


AAT 
asn 


GAT 
asp 

GCA 
ala 


Cgg 
arg 

CCC 
pro 


+ 7 

gTT 

val 


CTG 
leu 

GGT 
gly 


GAA 
glu 

GCT 
ala 


AAC 
asn 


CGG 
arg 

CGT 
arg 


25 


GCT 
ala 


GCT 
ala 


CAG 
gin 


GGC 
gly 


GAT 
asp 


ATT 
ile 


ACT 
thr 


GGC 
gly 


CGC 
arg 


30 


TTA 
leu 


ACG 
thr 


GGT 
gly 


GAT 
asp 


CAG 
gin 


ACT 
thr 


GCC 
ala 

















35 



+450 
CTG AAA TAA 
leu lys stop 



Cette sequence n° 3 est denommee ea/phoA6. 

I* nhn^f 6 S6 ? U6 r nCe n ° ?' 13 numerotation "^tive correspond aux aoides amines du peptide signal de 
40 LL.in™ , a ' Ca,ne 61 13 num * rotati °" P<*>tive correspond aux acides amines de la phoXase 
dl 1* TT\ U IT 6 ™ 6 S ° Uii9nie 6St Ce " e de r ^ b *°«™ a. Les acides amines Asp-Pro et Asp ^ 
l m ? a d autre de a se ^*n<* de I'erabutoxine ont ete introduits par ,e S necessity du donat e* a 
l^e gen^ correspondant au site de restriction smai Srodu 
oans le gene de la phosphatase sont md.ques en lettres minuscules (ccc ggg). Cela permet de mettre en 

45 ZETr ? P ? aSa9e dU 9&nS Ph ° A - 6ntraTn6 Par ,a P^ sence dud * le rephas^e a P S par 

hntrodud on de la sequence de I'erabutoxine. La portion de sequence de la phosphatase non Senffe 

SiL^^U celle pub,i6e par CHANG et aL (CHANG - C - N - W - J - KUANG ^ s S 

un^nZTlVT?™ 3 69alement P° ur ob & ™ Proteine. caracterisee en ce qu'elle est constitute par 

rename" "** * avanta 9 eux de ladite P»«*» ^nde, la proline P1 es , identique a 

Selon une disposition avantageuse de ce mode de realisation, ladite proteine hybride comprend une 
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enzyme exportee ou s£cr6t6e par un microorganisme notamment chcrisi dans le groupe qui comprend les 
bacteries et les levures, dans laquelle est inseree une proline P2 appropri§e. 

Selon une autre disposition avantageuse de ce mode de realisation, ladite proline hybride comprend 
successivement un fragment d'une enzyme exportee ou $6cr6\6e par un microorganisme notamment choisi 
5 dans le groupe qui comprend les bacteries et les levures, une proline 92 approprtee, puis la sequence 
mature complete de ladite enzyme. 

Selon un autre mode de realisation avantageux de la proteine hybride conforme a I'invention, elle 
contient une proteine P2 notamment choisie dans le groupe qui comprend les hormones peptidiques, les 
fragments simple chatne analogues aux fragments variables des immunogiobulines et les toxines, inseree 
70 au sein d'une enzyme choisie dans le groupe qui comprend notamment la phosphatase alcaline, la 
phosphatase acide, la glucose phosphatase acide, la phosphodiesterase cyclique el la ^-lactamase. 

Selon une disposition de ce mode de realisation, ladite proteine hybride comprend avantageusement 
une neurotoxine ins£ree dans la phosphatase alcaline. 

Selon une modalite avantageuse de cette disposition, la neurotoxine est I'erabutoxine a (ea), laquelle 
rs proteine hybride presente la sequence d£duite selon les formules I ou III ci-dessus. 

Selon une autre disposition de ce mode de realisation, ladite proteine hybride comprend avantageuse- 
ment I'angiotensine i inseree dans la phosphatase alca line et presente la sequence deduite selon la 
formule II ci-dessus. 

La presente invention a notamment Pavantage d'exprimer. de maniere inattendue, a la fois une enzyme 
20 et une proteine fonctionnelle P2, qu'elle soit inseree au sein de I'enzyme ou prise en sandwich entre une 
proteine P1 et ladite enzyme et de presenter une grande stabilite. Elle a egalernent Pavantage d'exprimer 
une proteine fonctionnelle de petite tatlle qui, jusqu'a present, meme si elle pouvait etre couplee 
chimiquement avec une enzyme, ne pouvait pas trouver application comme reactif et ne pouvait. en 
consequence pas etre utilisee dans des dosages de type EIA ou ELISA, mais uniquement dans des 
25 dosages de type RIA, beaucoup plus lourds a rnettre en oeuvre. 

La presente invention a egalernent pour objet une famille de vecteurs d'expression et/ou de clonage 
d'une proteine hybride conforme a I'invention, caracterisee en ce que chaque vecteur inclut un systeme 
d'expression comprenant : 

- un promoteur approprie, 

30 - un site de fixation aux ribosomes, 

- une sequence d'acide nucleique comportant la sequence leader du gene de structure d'une proteine P1, 
une sequence codant pour un fragment NH 2 -terminal de ladite proteine P1 mature, une sequence codant 
pour une proteine P2 inseree au niveau d'un site de restriction naturel et la sequence codant pour une 
enzyme extracytoplasmique mature ou un fragment de celle-ci, laquelle sequence d'acide nucleique 

35 correspond a une sequence hybride conforme a I'invention, et 

- un terminateur de transcription, 

lequel systeme d'expression est insere dans une structure genetique appropriee, notamment choisie dans 
le groupe qui comprend des plasmides, des phages, des cosmides ou des chromosomes appropries. 

Selon un mode de realisation avantageux dudit vecteur, la structure genetique est un plasmide et la 
40 proteine P1 est identique a Tenzyme. 

Selon une disposition avantageuse de ce vecteur, on obtient, lorsque P2 est avantageusement 
I'erabutoxine a, un plasmide presentant les proprietes suivantes : 
• - il comprend 6,1 kb ; 

- il est obtenu par ligation du plasmide pJC2431 portant le gene de structure de la phosphatase alcaline et 
45 le gene de resistance a rampicilline (AP R ), -ledit plasmide etant linearise au site Bel I, au niveau du codon 

28 dudit gene de structure de la phosphatase alcaline, -avec le fragment Sau 3AI-Sau 3AI de 192 paires de 
bases codant pour I'erabutoxine a. 

Ce plasmide a ete denomme pEP1726 par les Inventeurs. 

Le plasmide pJC2431 est decrit dans Particle de JC. LAZZARONI et al., paru dans J. Bacteriol., 1985, 
50 164 , 1376-1380. 

La presente invention a egalernent pour objet une autre famille de vecteurs d'expression et/ou de 
clonage d'une proteine hybride conforme & I'invention, caracterisee en ce que chaque vecteur inclut un 
systeme d'expression comprenant : 

- un promoteur approprie, 

55 - un site de fixation aux ribosomes, 

- une sequence d'acide nucleique comportant la sequence leader du gene de structure d'une proteine P1 , 
une sequence codant pour un fragment Nhb-terminal de ladite proteine P1 mature, la sequence codant 
pour une enzyme extracytoplasmique mature ou un fragment de celle-ci et un ou plusieurs sites de 
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restriction uniques, aptes a recevoir une sequence codant pour une proline P2. situes a la jonction entre le 
fragment de sequence codant pour la proteine P1 et la sequence codant pour fenzyme et 

- un terminateur de transcription, 

ornnnL S r feme S '°? ** ^ StruCture antique ^priee. notamment choisi dans le 

groups qu. comprend des plasmides. des phages, des cosmides ou des chromosomes appropri<§s 
in <r^rSr£ 0<Se realisation avantageux dudit vecteur. au moins Pun des sites de restriction uniques 
ntrodu, enframe un dephasage du gene de Kenzyme. le rephasage dudit gene etant assure par I'introduc- 
tion de la sequence de la proline P2. miroauc 

proprS'tTsZanST" 0 " ^t^" 86 d9 " mode de rga,isation - on ° bti «** P'*™ide presentant les 

- il comprend environ 5,9 kb, et 

i„lH S L° btenU t T muta96nfese diri 9 ee du &™ Ph°A ports par le plasmide P JC2431 de maniere a 
-ntrodu.re un s.te de restr.ct.on unique Smal. correspondant a la position + 6 de la proteine mature 
Un tel plasmide a ete denomme pLIP1 par les Inventeurs et est dit non chargg 

Lorsque la sequence codant pour la proteine P2 est inseree au niveau d'un site de restriction 
nature lement present dans le gene de structure de la phoA, ou lorsque la sequence codant pour .a p Sne 

2 F^T^JF"'* Sit8 ^ reStriCti0n UniqUe ' P 1 *"*™"* introduit dans le gene de structure 
de la phoA de tels vecteurs cont.ennent des sequences hybrides conformes a IMnvention et expriment 

^T^- hVbride qU3nd " S S ° nt Pr6s6nts dans un "-icroorganisme approprie ; Se ti 

TT^nTctSi 9es ' que ,e vecteur d<5nomm<§ pUP1 - apte * recevoir une pro ^ ne 92 

carairiS 5 !!!^!^ 6 "! 10 ", 3 If ement pour 0b j 8t un microorganisms obtenu par transformation genetique. 
caracter.se en ce qu .l est obtenu par modification appropriee d'une souche appropriee d'F. Coli par un 
vecteur conforme a ('invention et notamment par transformation, lorsque ledit vecteur est un plasmide 

CC11R rr„« ? f rea,isati ° n d , e ''"nvention. ledit microorganisme est avantageusement une souche 
CC1 1 8 d E. Con transf ormee par le plasmide pEP1 726. 

Une telle souche transformee par ledit plasmide a ete deposee en date du 2 juin 1989 sous le numero 
I-862 aupres de la Collection Nationale des Cultures de Microorganismes tenue par I'lnstitut Pasiur 
Ladite souche est denommee SEP 1726 par les Inventeurs 

so^^cT^o^e^^^^ Microorganisme est avantageusement une 
■ " m te ,»e souche transformee par ledit plasmide a ete deposee en date du 7 juin 1990 sous le numdro 
I-954 aupres de la Collection Nationale des Cultures de Microorganismes tenue par I'lnstitut Pasteur 

Un tel vecteur, non charge, a I'avantage de permettre Insertion de n'importe quelle sequence codant 
pour une proteine, au niveau de ce site de restriction unique sequence coaant 

cadr??. 6 .^ C h!°? dU - 9§ne dS Str ," CtUre de ' a P h0S P ha,ase al ^»ne mtroduit en outre un dephasage du 
^ZSSZ?«JZSr nUC ' e0t,diqUe 60 ^ ,aqUe " e -qU ~ SSt * ' a 

phos?hatasr a Sne: har9g ' qui C ° rreSp ° nd p,asmide P L,PI d * fini n'exprime done pas I'activite 

La formule IV ci-apres presente un alignement des sequences nucleotidiques et proteiques correspon- 

nhl P ° nat , (A)> 3U 9§ne Ph ° A modm P ° rt6 par ,e vecteur P L,P1 (B), et au gfene 

phoA hybnde porte par le vecteur chargt§ (C). y 
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70 



75 



20 



25 



A. Phosphatase native : 

CGG ACA CCA GAA ATG CCT GTT CTG GAA AAC CGG GCT GCT CAG 
arg thr pro glu met pro val leu glu asn arg ala ala gin 
+1 +6 +7 



CTG AAA TAA 

leu lys stop 

+ 450 

B. Introduction du site SmaT (vecteur pLIPl non chargfe) 

CGG ACA CCA GAA ATG CCC ggg TTC TGG AAA ACC GGG CTG CTC 
arg thr pro glu met pro gly phe trp lys thr gly leu leu 
+ 1 +6 



TTT TGC TGA 

phe cys stop 

+ 49 

C. Insertion et rephasage permettant d'obtenir un hybride 
de la phosphatase (vecteur chargfe) . 

insert 

CGG ACA CCA GAA ATG CCC 3n +1 gg gTT CTG GAA AAC CGG GCT 
arg thr pro glu met pro xxx.x xx val leu glu asn arg ala 
+1 +6 +7 

30 GCT . . . CTG AAA TAA 
ala . . . leu lys stop 

+450 (IV) 



35 Les nucleotides provenant du gene phoA natif sont indiques en lettres majuscules. La numerotation 
correspond aux acides amines de la phosphatase alcaline mature. Les pointilles correspondent aux portions 
de sequences non representees. Les nucleotides correspondant au site de restriction Smal introduit dans le 
gene phoA sont indiques en lettres minuscules (cccggg) (B). Le dephasage du cadre de lecture ainsi 
introduit entraTne la synthese d'une proteine aberrante de 49 acides amines (B). L'introduction au site Smai, 
40 d'une sequence de 3n + 1 paires de bases (insert) ne contenant pas de codon de terminaison, permet de 
rephaser le gene phoA et d'obtenir une proline hybride (C). De plus, si la sequence 3n + 1 dans son 
orientation inverse renferme un codon de terminaison, seule ['introduction de cette sequence dans 
I'orientation souhait^e permettra d'obtenir une proteine presentant une activite phosphatase. 

ConformSment a Pinvention, le promoteur est choisi dans le groupe qui comprend le promoteur du 
45 gene phoA et tout promoteur plus fort que le promoteur du gene phoA. 

Le promoteur du gene phoA, notamment, est un promoteur inductible qui est active lorsque la 
concentration en phosphate dans le milieu de culture des bacteries devient Vchs faible. 

Un tel promoteur a notamment I'avantage de permettre la production des proteines hybrides, dans un 
milieu de culture pauvre en phosphate. L'appauvrtssement en phosphate du milieu au cours de la culture 
so des bact^ries permet une induction de la synthese des proteines hybrides, aprSs que ia masse bactSrienne 
ait augments L'avantage d'un tel systeme inductible est de nSduire les risques de proteolyse en cours de 
production, dans la mesure oD les proteines extraites sont synth^tisees en fin de culture. L'homog§n6it£ de 
('hybride s'en trouve augments. 

La pr^sente invention a €galement pour objet un processus depression d'une proteine hybride 
55 conforme a ^invention, caract§ris£ en ce qu'll met en oeuvre un vecteur d'expression tel que d6fini ci- 
dessus dans un microorganisme conforme a Tinvention. 

Deux propri£t£s de la proline hybride conforme a I'invention doivent etre soulignees : 
(1) I'extreme simplicity de sa production et Tabsence d'etapes longues et difficiles de purification ; et 
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30 



(2) sa stability au cours de la production par la bacterie, pendant le stockage dans differentes conditions, 
et durant le test enzymatique, puisque I'activite enzymatique persists pendant plus de 24 heures en 
presence du substrat. 

La presente invention a egalement pour objet un reactif de diagnostic, caracterise en ce qu'il est 
5 constitue par une proteine hybride conforme a I'invention. 

^ Un tel reactif trouve notamment application dans des dosages immunoenzymologiques, dans la 
detection de recepteurs ou en tant que rnarqueurs histochimiques. 

La presente invention a egalement pour objet un procede de dosage immunoenzymologique de 
protemes. caracterise en ce qu'il consiste a detecter des proteines presentes dans un fluide biologique en 
io mettant en presence ledit fluide biologique avec le reactif de diagnostic conforme a I'invention et en ce que 
la presence dudit reactif sous forme de complexe ou sous forme libre est revelee par une reaction 
colorimetrique appropriee. 

Selon un mode de mise en oeuvre avantageux dudit procede, lesdites proteines sont des antigenes. 
Selon un autre mode de mise en oeuvre avantageux dudit procedd, lesdites proteines sont des 
is anticorps. 

La presente invention a. de plus, pour objet une trousse prete a I'emploi pour la mise en oeuvre dudit 
dosage immunoenzymologique. caracterisee en ce qu'elle comprend outre les quantites appropriees de 
tampons et reactifs utiles pour la mise en oeuvre dudit dosage, des quantites appropriees du reactif 
conforme a I'invention. 

20 Le reactif conforme a I'invention presente I'avantage d'etre directement utilisable alors que habituelle- 
ment. dans le cadre d'un dosage EIA ou ELISA. I'antigene ou I'anticorps est lie de facon covalente a une 
enzyme, le couplage etant realise par voie chimique. Pour etre efficace. un tel couplage doit etre realise a 
partir de deux composants hautement purifies. 

La presente invention a egalement pour objet un procede de criblage de banques d'ADNc ou d'acide 
nucleique genomique ou de selection de clones recombinants, caracterise en ce que I'on revele la 
presence eventuelle d'une enzyme exportee ou secretee a partir de clones de bacteries ou de cellules 
eucaryotes ayant eventuellement integrees un plasmide, un phage, un cosmide ou un chromosome 
recombinant recherche comportant une sequence nucleique hybride conforme a I'invention par une reaction 
colorimetrique ou une selection sur un milieu de culture approprie. 

Selon un mode de mise en oeuvre avantageux dudit procede, lorsque I'enzyme est la phosphatase 
alcalme. on revele la presence de I'enzyme exportee ou secretee a I'aide d'un substrat approprie de ladite 
enzyme. K 

Selon un autre mode de mise en oeuvre avantageux dudit procede, lorsque I'enzyme est la fi- 
actamase, on revele la presence de I'enzyme exportee ou secretee a I'aide d'un milieu contenant de 
35 I ampicilline. 

En effet, un systeme d'expression comportant en aval de la sequence de la proteine P2 inseree le 
gene specifiant la ^-lactamase, permet de doner efficacement et exclusivement des phases ouvertes'de 
lecture. Ces constructions conduisent a la synthese de proteines hybrides comportant les polypeptides 
recherches suiv.s de la ^-lactamase fonctionnelle. Les bacteries exprimant de telles proteines sont alors 
ao selectionnees par leur resistance a I'ampicilline. 

Outre les dispositions qui precedent, I'invention comprend encore d'autres dispositions, qui ressortiront 
de la description qui va suivre, qui se refere a des exemples de mise en oeuvre du procede objet de la 
presente invention. 

II doit etre bien entendu. toutefois, que ces exemples sont donnes unlquement a titre d'illustration de 
45 I objet de I'invention, dont ils ne constituent en aucune maniere une limitation. 

Exemple ^ • Procede de production du plasmide pEP1726. 

50 'Preparation du fragment Sau 3A l-Sau 3A I codant pour I'erabutoxine a : le fragment de restriction Sau 
3A l-Sau 3A I de 192 paires de bases codant pour I'erabutoxine sans sequence signal, a ete prepare a 
partir de la forme replicative du phage M13mp19 (-2 GAT, -1 CCC, +63 GAT)ea contenant le gene Ea 
portant des mutations au niveau de 3 codons, ces modifications entraTnant la formation de deux nouveaux 
sites de restnction Sau 3 Al dans le gene : -2 TAC (Tyr) devient GAT (Asp) ; -1 ACC (Thr) devient CCC 

ss (Pro) ; +63 TAG (AMB) devient GAT (Asp) (voir formule I) ; ce fragment est mis en presence du vecteur 
PJC2431 ouvert par coupure partielle avec Bel I et d'ADN ligase. Les ligations ont ete effectuees dans I 
tampon 50 mM Tris-HCI pH 7,4 ; 10 mM MgCI 2 10 mM DTT ; 0,5 mM ATP ; 100 ug/ml BSA ; avec 1 U 
d'ADN ligase du phage T4 et un rapport de concentrations vecteur/insert de 1/10. La dephosphorylation du 
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vecteur a 6xe realisee d'aprfes Maniatis et al. 

- La figure 1 represente le plasmide pJC2431 portant ie gene de structure de la phosphatase alcaline 

sous ie controle de son propre promoteur (Lazzaroni et al, 1985). Ce plasmide prgsente trois sites de 

restrictions Bel I : Bel I 1 situ§ en amont du promoteur de phoA, Bel I 2 et Bel I 3 situSs respectivement au 
5 niveau des codons + 28 et +363 du gfene phoA ; ('insertion de Tea dans le site Bel I 2 permet d'obtenir le 

plasmide pEP1726 pr§sentant un int£r§t pour la production d'une proline hybride conforme k invention. 
L'enzyme Bel I ne pouvant couper i'ADN au niveau des sites de restriction methyles par la dam- 

m§thylase, une souche dam- GM2163 est transformee par pJC243t, afin de preparer du plasmide non 

m£thylg. On procfcde en suite & une digestion partielle de pJC2431 par Bel I, et a une dephosphorylation. 
70 L'ADN correspondant au plasmide ouvert (une seule coupure par Bel I sur les trois possibles) est ensuite 

isole sur un gel d'agarose a bas point de fusion suivant le protocole de Maniatis et al. (1982). 

Exemple 2 : Expression de la proteine hybride ea/phoA2a. (insertion au niveau aa28 de la 
75 phosphatase alcaline). 

La souche CC118 (AphoA20) a 6x6 transformee avec le melange de ligation decrit a Pexemple 1. Les 
transformants Ap r (resistarits a Pampicilline) obtenus ont 6X6 purifies sur miiieu inducteur de la phosphatase 
alcaline contenant du XP et de Pampicilline. 
20 Le milieu inducteur est le TES, (solution de : (NhUfeSO* 2 g/l ; FeS04,7H 2 0 0,5 mg/l ; KCI 75 mg/l ; 
triethanolamine 7,5 g/I ; ajustee a pH 7,5), L'addition du substrat chromogene 5-bromo-4-chloro-3- 
indolylphosphate (XP 0,4 g/l) a ce milieu permet de reveler Pactivit€ phosphatase alcaline sur bolte de p£tri, 
le XP conferant une coloration bleu aux colonies qui I'hydrolysent. 

Trois types de transformants ont ete distingu§s suivant leur capacite a hydrolyser le XP des clones 
25 btancs, des clones bleus et enfin des clones bleus tr£s fonces. Ces deux dernieres categories presentent 
done une activite phosphatase alcaline due au plasmide qu'elles contiennent. 

L'analyse des fragments de restriction de I'ADN plasmidique de ces differents transformants a permis 
de determiner le site et Porientation de ('insertion du gene ea dans chaque cas. 

Les clones bleu fonce correspondent a des insertions d'un ou deux fragments Sau 3A 1-Sau 3A I au 
30 niveau du site Bel I 1 , e'est-a-dire en amont du gene phoA et de son promoteur. L'activite phosphatase 
alcaline de ces clones est identique a celle de la souche CC118 (pJC2431). 

Les clones bleus moins prononces correspondent a une insertion en phase d'une copie du gene ea au 
niveau du site Bel I 2 (pEP1726). 

Les clones blancs proviennent de ('insertion du gene ea au niveau du site Bel I 2 mais dans Porientation 
35 inverse de celle du gene phoA. 

Le protocole utilise pour Pextraction des prolines periplasmiques par choc osmotique est celui decrit 
par Dvorak et al. (1967). 

40 Exemple 3 : Procede d'obtention du plasmide pL1P1 (vecteur d'expression non chargS) et du 
plasmide pLIP1/P2 (vecteur d'expression charg£). 

1 . Introduction d'un site de clonage dans le gene phoA. 

45 

Le gene phoA (phosphatase alcaline de E. Co//) ports par le plasmide pJC2431 a ete modifie par 
mutagenese dirigee afin d'introduire un site de restriction unique Smal apr£s le codon correspondant au 
sixieme acide amine de la proteine mature, a ete choisi pour deux raisons : 

- la region N-terminale de la phosphatase peut §tre modifiee sans alteration majeure de son activite 
so enzymatique, 

la presence des premiers acides amines N-terminaux est n^cessaire pour permettre le clivage du peptide 
signal. 

Ce site a e\6 introduit de maniere a entratner un decalage du cadre de lecture du gfcne phoA. En 
consequence, ce gene modifiS est incapable d'exprimer une proteine fonctionnelle. 

55 

2. Introduction de sequences d'ADN exogfenes dans le gfene phoA. 
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Les fragments d'ADN destines a §tre introduits dans ie gene phoA au site Smal sont obtenus par 
synthese nucleotidique ou proviennent de sequences geniques donees, lis sont prepares de maniere a 
repondre aux exigences suivantes : 

(1) leurs extremites 5' et 3' doivent etre tranches, Ie site Smal generant des extremites tranches 

(2) leur introduction dans I'orientation souhaitee doit permettre Ie rephasage de la sequence du gene 
phoA en aval du site d'insertion et doit permettre la synthese d'une proteine hybride presentant une 
activite phosphatase. 

(3) leur sequence dans I'orientation inverse de celle souhaitee doit presenter un codon de terminaison en 
phase avec Ie cadre de lecture." Ceci doit entraTner une absence de fonction du gene hybride obtenu en 
cas d insertion dans cette orientation. 

Les constructions geniques sont obtenues par les techniques classiques de genie genStique 

Seuls les vecteurs ayant insert les sequences exogenes dans Ie bon sens ont une phase ouverte de 

lecture permettant ('expression d'une proteine hybride constitute du polypeptide code par ia sequence 

mseree et de la phosphatase alcaline. 



3. Selection des genes hybrides. 

Apres ligation du fragment d'ADN souhaite dans Ie vecteur pLIP1, les plasmides recombinants sont 
utilises pour transformer la souche bacterienne CC118, mutant de E. Coli n'exprimant pas la phosphatase 
alcaline. Seuls les clones bacteriens renfermant la construction genique attendue seront susceptibles de 
recuperer une activite phosphatase. Cette activite peut etre visualisee en cultivant les bacteries sur un 
milieu de selection approprie contenant un substrat chromogene de la phosphatase. Les clones positifs 
apparaissent en bleu. p 

Ainsi ('apparition de la cbloration bleue. indiquant que la bacterie exprime une proteine presentant une 
activite phosphatase, signifie : 

- que Ie fragment d'ADN exogene a etf insere correctement, dans la bonne orientation, permettant un 
rephasage de la sequence codante de la phosphatase. 

-que la proteine hybride, produit du gene recombinant, est correctement exportee dans Ie periplasme de la 
bacterie, 

-que la proteine hybride realise des dimeres afin de former I'homodimere correspondant a la forme active 
de la phosphatase, 

- et done que Insertion de la sequence proteique exogene dans la phosphatase n'altere pas de facon 
importante son activite enzymatique. 

Exemple 4 : Expression des proteines hybrides ea/phoA6 et AngSo/phoA6 : 

1. Introduction d'une proteine P2 dans la phosphatase alcaline : 

Elle est realisee entre les acides amines 6 et 7 de la phosphatase mature. Lesdites proteines hybrides 
sont constituees : 

- des 21 acides amines du peptide signal de la phosphatase. Ce peptide permet ('exportation de la proteine 
vers I espace periplasmique de la bacterie. Cette localisation est essentielle pour ('acquisition de I'activite 
phosphatase et pour une extraction commode de la proteme hybride. 

- des 6 acides amines N-terminaux de la phosphatase. Leur presence permet Ie clivage du peptide siqnal 
pendant Ie passage dans Ie penplasme. 

- de la sequence des acides amines de la proteine exogene inseree dans la phosphatase. Les imperatifs de 
clonage peuvent eventuellement introduire aux extremites de cette sequence un ou quelques acides amines 
supplementaires. 

- des 444 derniers acides amines de la phosphatase. 



2. Production des proteines hybrides : 

Les bacteries sont cultivees en milieu liquide pauvre en phosphates. Lorsque Ie phosphate est epuise 
Ie promoteur phosphatase est active et entraTne la transcription du gene hybride. L'interet de ce phenome^ 
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ne conduction est de permettre une synthase rapide des prolines hybrides en fin de culture (4 k 5 heures 
de culture) et done de limiter les risques de degradation prot^olytique. Les prolines du periplasms 
bact6rien sont extraites par choc osmotique. L'utilisation des hybrides proteiques (comme reactifs par 
exemple) ne n^cessite pas de purification supplemental. 

5 

3. Hybride toxine/phosphatase (ea/phoA6). 



to - Construclibn genique : 

Un fragment de 196 paires de bases comprenant la sequence codante de I'erabutoxine a, flanquee aux 
extremites 5 et 3' d'un site SaU3AI, comme precise ci-dessus a Pexemple 1 a £t£ repard a la Klenow t 
introduit au site Smal du plasmide pLIP1. La presence d'un codon de terrninaison en phase, dans le 

75 fragment en orientation inverse, a permis une selection visuelle des clones recombinants recherches selon 
le principe precedemment decrit a Pexemple 2. Le plasmide ainsi obtenu a et§ denomme pLIP1/Ea. La 
chatne polypeptidique attendue (ea/phoA6) comprend successivement : le peptide signal de la phosphata- 
se, les 6 premiers acides amines de la phosphatase, deux acides amines suppiementaires introduits par les 
necessites du clonage (Asp, Pro), les 62 acides amines de I'erabutoxine a, deux acides amines supplemen- 

20 taires introduits par les necessites du clonage (Asp, Arg), les 444 derniers acides amines de la phosphata- 
se. Le peptide signal est clive lors du passage dans le peri pi as me. 

- Caracteristiques de la proline hybride ea/phoA6 : 

25 

La proteine hybride ea/phoA6 a ete produite selon les modalit^s decrites precedemment. 
Trois caracteristiques de Thy bride oht ete etudiees : 

(1 ) son activite enzymatique, 

(2) la presence de determinants antigeniques specifiques de I'erabutoxine. 
30 (3) la possibility d'utiliser Thybride pour effectuer un dosage de toxine libre. 

Ces caracteristiques ont ete comparees avec celles de Thybride ea/phoA28 (exemple 2), produit du 
plasmide pEP1726, obtenu par introduction de I'erabutoxine dans la phosphatase apres la position 28, sans 
modification prealable du gene phoA, en utilisant un site de restriction prdexistant. 

a. L'activite enzymatique des hybrides a £te evaluee par comparaison avec celle de la phosphatase 

as alcaline native obtenue dans les memes conditions de production. L'activite sp^cifique d'extraits p§riplasmi- 
ques bacteriens, obtenus par choc osmotique, contenant les differentes prolines a determin£e. La 
concentration en proteines de I'extrait est determine a partir de son absorbance h 546 nm et d'une 
courbe-etalon realisee par dosage des proteines par la m^thode de Bradford (Bradford, 1976). L'activite 
enzymatique est mesuree sur 20 ul d'extrait. Apres 15 min d'incubation a 37 *C en prgsente de p-nitro 

40 phenyl phosphate (pNPP) 25 mM, la reaction est arretee par Taddition de 1 ml de NaOH 1 M. L'absorbance 
de I'echantillon est lue a 410 nm (coloration jaune due a la formation de pNPOH). L'activite enzymatique 
specifique (AS), en nmoles de pNPP hydrolyse par minute par mg de prolines, est donnee par la formule : 

A410. 5,55 

45 AS = 

(mg prot6ines/ml) .2 . 10~ 2 

L'£valuation de Pactivitg des hybrides est exprim§e en pourcentage d'activtte specifique correspondant 
so a la phosphatase native : 



Phosphatase native : 


100% (A.S.) 


ea/phoA6 : 


50 % 


ea/pho28 : 


30 % 



b. la presence de determinants antigeniques specifiques de I'erabutoxine port£s par la proteine hybride 
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ea/phoAB et ea/phoA28 a ete etudiee par test ELISA. Ces proteines sont capables de se fixer sur I'anticorps 
monoc onal Ma2-3, specifique d'un determinant antigenique porte par la toxine native. De plus, il existe une 
competrt.on de fixation entre ea/phoA6 ou ea/phoA28 et la toxine native. Afin d'evaluer le niveau de 
structurabon de la toxine dans les hybrides. on a compare par test ELISA. sa reconnaissance par un serum 
d.nge contre la toxine native et par un serum dirige contre la toxine denaturee. Pour 60 % de I'hybride 
ea/phoA28 la t0Xine COrreCtement structu "^. ■>«* que cette proportion n'est que de 32 % pour I'hybride 

c. La figure 2 illustre un dosage de I'erabutoxine a par un test ELISA utilisant I'hybride ea/phoA6 

La competrtion de fixation entre ea/phoA6 et la toxine libre sur I'anticorps monoclonal Ma2-3 a ete 

etud.ee par test ELISA. Apres adsorption de I'anticorps sur plaque ELISA. ea/phoA6 (choc osmotique dilue 

10 fois) est ajoutee en presence de differentes quantites de toxine. 

quantity d' hybride fixe en presence de 
B toxine 

Le Rapport - = ■ 

Bo quantite d'hybride fixe en 1 ' absence de 
toxine 

est exprime en fonction de la quantite de toxine libre. La sensibilite de ce test, evaluee par la quantite de 

Sdw B/BO = 0 ' 5 ' 6St dS 2 ' 5 Pm0le ' S0it 17 "9- Cette sensibili * °* equivaiente k 

celle d'un test RIA utilisant de la toxine tritiee. 



25 4. Hybride angiotensine I/phosphatase alcaline (Angio/phoA6). 



- Construction genique : 

30 Un fragment de 31 paires de bases capable de coder pour I'angiotensine I a ete obtenu par hybridation 
de deux ol.gonucleot.des synthetiques complements. Ce fragment a ete introduit au site Smal du 
plasm.de pLIPl La sequence de ce fragment a ete determinee de maniere a introduire un codon de 
erm.na.son en phase avec le cadre de lecture de la phosphatase lorsque son integration se produit dans 
or.entat.on inverse de celle souhaitee. Ainsi. apres sequencage de plusieurs clones selectionnes pour 

3S I express.on d une act.v.te phosphatase (clones bleus). tous correspondent a la construction souhaitee Le 
olasm.de ams. obtenu a ete denomme pLIPl/Angio. La chaTne polypeptidique attendue (Angio/phoAS) 
comprend success.vement : le peptide signal de la phosphatase, les 6 premiers acides amines de la 
phosphatase, les 10 ac.des amines de I'angiotensine 1. un acide amine supplemental introduit par les 
necess.tes du clonage (Argfc les 444 derniers acides amines de la phosphatase. Le peptide signal est dive 

40 lors du passage dans le periplasme. ^ M 9 1 c,,ve 



- Caracteristiques de la proteine hybride Angio/phoA6 



45 



so 



La proteine hybride Angio/phoAS a ete produite selon les modalites decrites precedemment 
Trois caracteristiques de I'hybride ont ete gtudiees : 

(1) son activity enzymatique, 

(2) sa reconnaissance par un sf§rum dirigg contre I'angiotensine I, 

(3) la possibility d'utiliser I'hybride pour effectuer un dosage hormonal. 

a. L'activite enzymatique de I'hybride Angio/phoAS a ete evaluee selon la procedure decrite precedem- 
ment pour I'hybride ea/phoA6. Cette evaluation est exprimee en pourcentage d'activite specifique corres- 
pondant a la phosphatase native : 



55 



Phosphatase native : 


100 % (A.S.) 


Angio/phoA6 : 


93 % 
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b. La reconnaissance de la proline hybride Angio/PhoA6 par un serum dirig£ contre Pangiotensine I a 
£te 6tudi6e par test ELISA. Un s§rum de pore dirig§ contre des immunoglobulines de lapin a ete adsorbe 
sur une plaque EUSA. Un serum de lapin dirigS contre de Pangiotensine I couplee & de ia serum albumine 
bovine a ensuite et§ fixe sur le s£rum de pore. Enfin, la proline hybride Angio/phoA6, produite par choc 

5 osmotique. a £te ajout^e au systeme. Sa fixation sur les anticorps diriges contre Pangiotensine a 6te 
revelee par son activite phosphatase, en ajoutant un substrat chromogene de I'enzyme. La specificity de 
cette reconnaissance est demontree par Pexistence d'une competition de fixation entre Phybride et de 
Phormone libre. 

c. La figure 3 illustre un dosage de Pangiotensine I par test ELISA utilisant Phybride Angio/phoA6. 

70 La competition de fixation entre Angio/phoA6 et de Pangiotensine I libre sur un serum de lapin dirige 
contre cette hormone a ete etudiee par test ELISA. Le serum de lapin est fixe au prealable par un s£rum de 
pore anti-immunoglobuline de lapin adsorbe sur plaque ELISA. L'hybride Angio/phoA6 (choc osmotique 
dilue 20 fois) est ajoute en presence de differentes quantit^s d'angiotensine I. 



75 

quantity d' hybride fixe en presence 
B d 1 hormone 

Le rapport : - = 

Bo quantite d 1 hybride fixe en 1' absence 
20 d 1 hormone 



est exprime en fonction de la quantite d'hormone libre. La sensibilite de ce test, 6valuee par la quantite 
d'hormone pour laquelle le rapport B/Bo = 0,5, est de 0,09 pmole, soit 0,12 ng. Cette sensibilite est 
equivalente a celle de tests RIA utilises en pratique diagnostique courante (kit commercialise par COMPA- 
GNIE ORIS INDUSTRIE FRANCE). 



Exemple 5 : Stabilite des proteines hybrides de la phosphatase. 



1 . Induction de la synthese des hybrides de la phosphatase : 

Dans le vecteur d'expression realise, pLIPl, le promoteur du gene phoA a £te conserve pour permettre 
Pexpression des genes hybrides. II s'agit d'un promoteur inductible qui est active lorsque la concentration 
en phosphate dans le milieu de culture des bact£ries devient tres falble. 

Dans les conditions choisies (voir exemple 4.2), la synthese des proteines hybrides, mesur^e par 
apparition de I'activite phosphatase, debute apres 3 heures 30 de culture. L'extraction se fait lorsque le 
maximum d 'accumulation des hybrides est atteint, soit apres 4 heures 30 h 5 heures. 

2. Stabilite des proteines hybrides : 

La stabilite des proteines hybrides a ete etudiee dans trois situations : 

(1) stabilite au cours de leur production, 

(2) stabilite au cours de leur utilisation, 

(3) stability au cours des operations de stockage. 

a. La stabilite des hybrides et de la phosphatase native a ete etudiee en visualisant leur integrite apres 
marquage a la methionine 35 S, immunoprecipitation, et 6lectrophorese en gel de polyacrylamide. Les 
bacteries sont cultivees dans les conditions habituelles de production. Le marquage des hybrides a ia 
methionine 35 S est realise au moment de ('induction de leur synthese pendant 30 minutes. Les prolines 
immunoprecipit£ s avec un anticorps monoclonal specifique de la phosphatase alcaline apparaissent sous 
forme d'une espece mol£culaire unique. Les masses mo!6cuiaires observes sont Xrks proches des valeurs 
theoriques attendues : 46 000 daltons environ pour la phosphatase, 52 000 daltons environ pour ea/phoA6, 
et 47 000 daltons environ pour Angio/phoA6. En proiongeant la culture bacterienne de 4 heures apres le 
marquage (chasse), aucune degradation des prolines marquees n'est observ^e. Ces resultats montr nt 
que les proteines hybrides de la phosphatase ne subissent aucune degradation prot^olytique au cours de 
leur production. Ceci est loin d'etre le cas pour les proteines hybrides obtenues par fusion de la proline A 
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du staphylocoque ou de la 0-galactosidase d'E. Coll. Dans ces systemes, la majeure partie de la proteine 
hybride attendue subit une degradation proteolytique. 

b. Apres 24 heures d'incubation dans les conditions de revelation du test ELISA, aucune baisse 
significative d'activite enzymatique des hybrides n'est observee. Ce resultat demontre la stabiiite du reactif 
en cours d'utilisation. En consequence, le. temps de revelation d'un test ELISA peut etre prolonge afin d'en 
augmenter la sensibilite. 

c. Apres 10 cycles de congelation a -180* C suivie de decongelation a +37° C, c'est-a-dire dans des 
conditions drastiques, 95 % de Pactivite phosphatase des hybrides est conservfe. Des etudes preliminaires 
ont fourni des resultats similaires concernant la lyophilisation. II sembte done que les hybrides de la 
phosphatase puissent rester parfaitement stables dans des conditions habituelles de conditionnement. 
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25 



30 



35 



40 



45 



SO 



55 



Exemple 6 : Procede de criblage de banques d'ADNc ou genomiques, conforme a ^invention. 

Les systemes de clonage et d'expression associes actuellement sur le rnarche sont integres dans des 
bacteriophages ou des plasmides. Leurs caracteristiques communes essentieiles sont les suivantes ■ ils 
possedent une partie du gene lac Z d'E Coll (0-galactosidase) modifie de telle sorte qu'il contienne un, ou 
plus souvent une serie de sites uniques de restriction, (.'insertion de fragments de DNA de ce site entraTne 
generalement la perte de PactivitS 0-galactosidase. Cette propriete permet de reconnaltre les clones 
recombinants qui forment des colonies ou des plages de lyse blanches alors que les clones sans insert 
apparaissent bleus en presence de X-Gal. Par ailleurs, les sequences de DNA inserees peuvent etre 
expnmees sous forme de proteines de fusion avec un fragment de la j3-galactosidase. Leur detection est 
alors possible a Paide d'anticorps specifiques des proteines recherchees. La revelation s'effectue par 
differentes techniques marquage a Piode 125 ou ('utilisation de conjugues anticorps-enzymes (Molecular 
Cloning, 1989, 12-14). La substitution dans ces systemes du gene lac Z modifie par le gene phoA modifie. 
notamment comme decrit pour le plasmide pLIP1, conduit a ('apparition de clones bleus et blancs en 
presence de XP. Dans ce cas, a Pinverse des systemes utilisant la 0-galactosidase. les clones capables de 
transformer le substrat colorimetrique, XP en Poccurrence, sont des clones recombinants. De plus, la simple 
coloration d'un clone est indicative de piusieurs proprietes. Elle signifie que : i) un fragment d'ADN a ete 
insere dans le gene phoA, ii) ce fragment code pour une phase ouverte de lecture, iii) Pinsertion a permis le 
rephasage du gene phoA et son expression sous forme d f une proteine hybride, iv) cette proteine hybride 
est exportee dans le periplasme, v) la phosphatase alcaline recombinante dimerise pour former une enzyme 
active qui hydrolyse ses substrats et en particulier les substrats colorimetriques. Ainsi, les informations 
revelees par le test colorimetrique sont beaucoup plus nombreuses que dans le cas de la /S-galactosidase. 
^utilisation de cette derniere enzyme permet de distinguer les clones avec insert et les clones sans insert 
sans pr<§valoir de ('existence ou des proprietes d'une proteine recombinante, alors que ('utilisation de la 
phosphatase alcaline permet d'identifier directement les clones capables de synthetiser une proteine 
hybride exportable et possedant un domaine phoA structure et enzymatiquement actif. Par ailleurs la 
capacity des proteines hybrides a etre exportees vers le periplasme n'est pas sans incidence sur la 
structuration du polypeptide ins<§n§ dans phoA. Dans le cas de Perabutoxine a, son exportation s'accompa- 
gne de la formation de ses ponts disulfures. Elle adopte ainsi une conformation lui permettant d'etre 
reconnue par des anticorps specifiques de la forme structure de la toxine. La plupart des anticorps ont ce 
type de specificite conformation dependante et ne reconnaissent que des prolines correctement structu- 
res. Enfin, il est possible de tirer parti de Pactivite enzymatique des proteines hybrides synth<§tis<§es pour 
mettre en evidence tres simplement une interaction avec des anticorps specifiques de la proteine inserSe. 
Une simple empreinte des colonies synthetisant les proteines recombinantes sur un filtre de nitrocellulose 
prealablement satur<§ par une solution d'anticorps specifiques, suivie d'une revelation avec un reactif 
colorimetrique de la phosphatase, permettra de reveler les clones secretant une proteine hybride capable 
de reagir avec les anticorps. 

Ce procede peut s'averer extremement performant egalement pour identifier les epitopes d'une 
proteine definie. Des fragments d'ADN codant pour cette proteine peuvent §tre obtenus par synthese, par 
action d'enzymes de restriction sur le gene entier ou par toute autre methode comme Putilisation' des 
techniques de PCR (polymerase chain reaction) par exempl et integres dans le gene phoA. L'etude de 
Pinteraction des proteines recombinantes resultant de ces constructions avec des serums ou des anticorps 
monoclonaux diriges contre la proteine entiere permet alors d'identifier les regions de la proteine portant les 
epitopes. 
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Exempte 7 : Precede de selection de clones recombinants conforme a (Invention : 

L'utilisation du gene bla qui code pour la ^-lactamase, une enzyme qui confere a la bacterie qui 
Pexprime la resistance & Pampicilline permet de disposer d'un crible de selection des clones recombinants 
s qui seuls peuvent se d§velopper en presence de Pantibiotique. Ce type de selection permet la recherche de 
sequences codantes tres rares. 

Ainsi que cela ressort de ce qui precede, invention ne se limite nullement a ceux de ses modes de 
mise en oeuvre, de realisation et d'application qui viennent d'§tre decrits de fagon plus expliclte ; elle en 
embrasse au contraire toutes les variantes qui peuvent venir & Pesprit du technicien en ia mature, sans 
70 s^carter du cadre, ni de la portee, de la pnisente invention. 



Revendications 

75 1°) Sequence d'acide nucleique, caracterisee en ce qu'elle est constitute par une sequence hybrid 
comprenant successivement la sequence leader du gene de structure d'une proteine appropriee P1 
exportee ou secr^tee par un microorganisme, notamment choisi dans le groupe qui comprend les bacteries 
et les levures, une sequence d'acide nucleique codant pour un fragment NH2 -terminal de ladite proteine P1 
mature, une sequence d'acide nucleique codant pour une proteine P2, puis un fragment codant pour au 

20 moins un fragment fonctionnel de la sequence mature d'une enzyme appropriee, Pensemble de ces 
fragments etant en phase de lecture et codant pour une proteine hybride presentant a la fois les proprietes 
de Penzyme et certaines proprietes de ladite proteine P2, notamment cede d'interagir specifiquement avec 
un anticorps, un antigene ou un recepteur. 

2°) Sequence hybride selon ia revendication 1 f caracterisee en ce que Penzyme est choisie dans le groupe 
25 qui comprend notamment la phosphatase atcaline, la phosphatase acide, la glucose phosphatase acide, la 
phosphodiesterase cyclique et la ^-lactamase. 

3°) Sequence hybride selon ta revendication 1 ou la revendication 2, caracterise en ce que le fragment de 
sequence codant pour la proteine P2 est notamment choisi dans le groupe qui comprend les sequences 
codant pour les hormones peptidiques, les sequences codant pour une toxine et les sequences codant pour 
30 un fragment simple chatne analogue au fragment variable des immunoglobulines (immunoglobulines 
recombinantes). 

4°) Sequence hybride selon la revendication 3, caracterisee en ce que la toxine est avantageusement une 
neurotoxine. 

5°) Sequence hybride selon Pune quelconque des revendications 1 a 4, caracterisee en ce que la proteine 
35 P1 est identique a P enzyme. 

6°) Sequence hybride selon Pune quelconque des revendications 1 a 4, caracterisee en ce que la proteine 
P1 est diffe rente de Penzyme. 

7°) Sequence hybride selon Pune quelconque des revendications 1 a 5, caracterisee en ce qu'elle est 
constitute par une sequence hybride comprenant successivement le fragment leader du gene de structure 

40 d'une enzyme export§e ou secretee par un microorganisme, notamment choisi dans le groupe qui 
comprend les bacteries et les levures, une sequence d'acide nucleique codant pour un fragment Non- 
terminal de ladite enzyme mature, une sequence d'acide nucleique codant pour une proteine P2, puis un 
fragment codant pour au moins un fragment fonctionnel de la sequence mature de ladite enzyme, 
Pensemble de ces fragments etant en phase de lecture et codant pour une proteine hybride presentant a la 

45 fois les proprietes de Penzyme et certaines proprietes de ladite proteine, notamment celle d'interagir 
specifiquement avec un anticorps, un antigene ou un recepteur. 

8°) Sequence hybride selon Pune quelconque des revendications 1 a 5 ou selon la revendication 7, 
caracterisee en ce qu'elle comprend successivement la sequence ieader du gene de structure de la 
phosphatase alcaline, un fragment codant pour, au plus, les 28 aminoacides N-terminaux de la phosphatase 

so alcaline mature, une sequence d'ADN codant pour une proteine P2 ou un fragment de celle-ci, puis un 
fragment codant pour, au moins, les 422 aminoacides restants C-terminaux de la phosphatase alcaline, 
Pensemble de ces fragments etant en phase de lecture et formant une sequence d'ADN hybride codant 
pour une proteine hybride presentant a la fois les proprietes de la phosphatase alcaline, en particulier son 
activite enzymatique et certaines des proprietes de la proteine P2, notamment celle d'interagir specifique- 

55 ment avec un antigene. un anticorps ou un recepteur. 

9°) Sequence hybride selon la revendication 8, caracterisee en ce qu'elle comprend successivement la 
sequence d'acide nucleique codant pour ie peptide leader de la phosphatase alcaline, la sequence codant 
pour les 28 aminoacides N-terminaux de la phosphatase alcaline, la sequence codant pour I'erabutoxine a 
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(ea) mature, et la sequence codant pour les 422 aminoacides C-terminaux de la phosphatase aicaline. 
10°) Sequence hy bride selon la revendication 8 ou la revendication 9, caracterisee en ce que la sequence 
codant pour I'erabutoxine a comprend 192 paires de bases et deux sites de restriction Sau 3 Al 
supplementaires. 

11°) Sequence hybrids selon la revendication 10, caracterisee en ce qu'elle comprend la sequence n° 1 ci- 
apres : 
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Trr-o^rr^*. -i j , v Arg Thr Pro 

nf 9 ! ? , ^ dU 9ene de structure ^ la phoA-CGG ACA CCA 
Glu Met Pro Val Leu Glu Asn Arg Ala Ala Gin Gly Asp He Thr 

SI Pro Glv S T ^ G f A ^ C CGG " GCT GCT , CAG ^ ATT aS 

Ala Pro Gly Gly Ala Arg Arg Leu Thr GlyiAsp Pro Arg He Cys 

GCA CCC GGC GGT GCT CGC CGT TTA ACG GGT GAT CCC AGG ATA TGT 
Phe Asn His Gin Ser Ser Gin Pro Gin Thr Thr Lys Thr Gin Ser 
TTT AAC CAT CAG TCA TCG CAA CCG CAA ACC ACT aL ACT TGT Tc£ 
Ser Ser C * s Asn Gin Trp Ser Asp Phe Arg 

S? SS ^ A ? C TCT TGC ™ *»° ** G «X *3 AGC GAT TTC CG? 

m 2? lit ™ ^ g Gly Cys Gly Cys Pro "« Vai1 * ro 

GGA ACT ATA ATT GAA AGG GGA TGT GGT TGC CCC ACA GTG AAG CCC 

Si lit ™ CyS CyS G1U Ser Glu Val **,n AsnlAsp 

GGT ATT AAA CTC AGT TGT TGC GAA TCA GAG GTC TGC AAC AAT GAT 

vain Tnr 

CAG ACT-fragment codant pour au moins les 422 aminoacides restants C-terminaux de la phosphatase 
aicaline. 

12°) Sequence hybride seion Tune quelconque des revendications 1 a 5 ou selon la revendication 7, 
caracterisee en ce qu'elle comprend successivement la sequence leader du gene de structure de la 
phosphatase aicaline, un fragment codant pour les 6 aminoacides N-terminaux de la phosphatase aicaline 
mature, une sequence d'acide nucleique codant pour une proteine P2 ou un fragment de celle-ci, puis un 
fragment codant pour les 444 aminoacides restants C-terminaux de ia phosphatase alca line, laquelle 
sequence comprend en outre, notamment pour la mise en phase de lecture de ('ensemble de ces 
fragments, en aval et/ou en amont du fragment codant pour la proteine P2, un fragment d'acide nucleique 
approprie, laquelle sequence hybride, en phase de lecture, code pour une proline hybride presentant a la 
fois les proprietes de la phosphatase aicaline et certaines des proprietes de la proteine differente de 
I'enzyme, notamment celle d'interagir specifiquement avec un antigene, un anticorps ou un recepteur. 
13°) Sequence hybride selon ia revendication 12, caracterisee en ce qu'elle comprend successivement la 
sequence leader du gene de structure de la phosphatase aicaline, la sequence codant pour les 6 
aminoacides N-terminaux de la phosphatase aicaline, la sequence d'acide nucleique codant pour Pangioten- 
sine I, un fragment comprenant la sequence AGG G et qui permet de rephaser le gene de la phosphatase 
aicaline, puis un fragment codant pour, au moins, les 444 aminoacides restants C-terminaux de la 
phosphatase aicaline. 

14. Sequence hybride selon la revendication 13, caracteVisee en ce qu'elle comprend la sequence n° 2 ci- 
apres : 



45 



so 



55 



18 

BNSDOCID: <EP O407259A1 J_> 



EP 0 407 259 A1 



GTG 
Met 


AAA 
lys 


CAA 
gin 


AGC 
ser 


ACT 
thr 


ATT 
ile 


GCA 
ala 


CTG 
leu 


GCA 
ala 


CTC 
leu 


TTA 
leu 


CCG 
pro 


TTA 
leu 


CTG 
leu 


TTT 
phe 


ACC 
thr 


CCT 
pro 


GTG 
val 


ACA 
thr 


AAA 
lys 


J. 

GCC 
ala 


T J. 

CGG 
arg 


ACA 
thr 


CCA 
pro 


GAA 
glu 


ATG 
met 


+ D 
CCC 

pro 


GAT 
asp 


CGT 
arg 


GTC 
val 


TAT 
tyr 


ATT 
ile 


CAC 
his 


CCG 
pro 


TTT 
phe 


CAC 
his 


CTT 
leu 


Agg 
arg 


+7 

gTT 

val 


CTG 
leu 


GAA 
glu 


AAC 
asn 


CGG 
arg 


GCT 
ala 


GCT 
ala 


CAG 
gin 


GGC 
gly 


GAT 
asp 


ATT 
ile 


ACT 
thr 


GCA 
ala 


CCC 
pro 


GGC 
gly 


GGT 
gly 


GCT 
ala 


CGC 
arg 



CGT TTA ACG . . . 
arg leu thr 



20 



+ 450 
. . • CTG AAA TAA 
25 . . . leu lys stop 



15°) Sequence hybride selon la revendication 12, caracterisee en ce qu'elle comprend successivement la 
sequence leader du gene de structure de la phosphatase alcaline, la sequence codant pour les 6 
30 aminoacides N-terminaux de la phosphatase alcaline, un fragment comprenant la sequence GAT CCC, la 
sequence d'acide nucleique codant pour Perabutoxine a, un fragment comprenant la sequence GAT C, 
lequel fragment permet de rephaser le gene de la phosphatase alcaline, puis un fragment codant pour, au 
moins, les 444 aminoacides restants C-terminaux de la phosphatase alcaline. 

16°) Sequence selon la revendication 15 caracterisee en ce qu'elie. comprend la sequence n° 3 ci-apres : 

35 



40 
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GTG 
Met 


AAA 
1 vs 


CAA 

nl n 


AGC 
ser 


ACT 
unr 


ATT 
He 


GCA 
ala 


CTG 
leu 


GCA 
ala 


CTC 
leu 


TTA 
leu 


CCG 
pro 


TTA 
leu 


CTG 
leu 


TTT 
phe 


ACC 
thr 


pro 


GTG 
val 


ACA 
thr 


AAA 
lys 


•1 

GCC 
ala 


+ 1 

CGG 

arg 


ACA 
thr 


CCA 
pro 


GAA 
glu 


ATG 
met 


+ 6 

CCC 

pro 


GAT 
asp 


CCC 
pro 


arc; 


AT 1 A 

ile 


TGT 
cys 


TTT 
phe 


AAC 
asn 


CAT 
his 


CAG 
gin 


TCA 
ser 


TCG 
ser 


CAA 
gin 


CCG 
pro 


CAA 
gin 


ACC 
thr 


ACT 


AAA 

lys 


ACT 
thr 


TGT 
cys 


TCA 
ser 


CCT 
pro 


GGG 
gly 


GAG 
glu 


AGC 
ser 


TCT 
ser 


TGC 
cys 


TAT 

tyr 


AAC 
asn 


AAG 
lys 


CAA 
gin 


TGG 
trp 


AGC 
ser 


GAT TTC 
asp phe 


CGT 
arg 


GGA 
gly 


ACT 
thr 


ATA 
ile 


ATT 

ile 


GAA 


AGG 

airy 


GGA 
gly 


TGT 
cys 


GGT 
y xy 


TGC 
cys 


CCC 
pro 


ACA 
thr 


GTG 
val 


AAG 
lys 


CCC 
pro 


GGT 
gly 


ATT 
ile 


AAA 

iys 


CTC 
leu 


AGT 
ser 


TGT 
cys 


TGC 


GAA 

glu 


TCA 
ser 


GAG 
glu 


GTC 
val 


TGC 
cys 


AAC 
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AAT 
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GAT 
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GCA 
ala 


Cgg 
arg 


+ 7 

gTT 
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GGC 

gly 


CTG 
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GGT 

giy 


GAA 

glu 


AAC 


cys 

CGG 
arg 

CGT 
arg 


GCT 
ala 


GCT 
ala 


CAG 
gin 


GGC 
gly 


GAT 
asp 


ATT 
ile 


ACT 
thr 


CCC 
pro 


GCT 
ala 


asn 

CGC 
arg 


TTA 
leu 


ACG 
thr 


GGT 
gly 


GAT 
asp 


CAG 
gin 


ACT 
thr 


GCC 
ala 
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17°) Proteine. caracterisee en ce qu'elle est constitute par une sequence hybride comprenant successive- 
ment un fragment d'une proteine P1 exportee ou s<§cn§tee par un microorganisms notamment choisi dans 
le groupe qui comprend les bacteries et les levures, une proteine P2 appropriee ou un fragment de celle-ci 
at au moms un fragment fonctionnel d'une enzyme appropriee, ladite proteine hybride possedant a la fois 
les propnetes de I'enzyme et certaines proprietes de la proteine P2, notamment celle d'interagir specifique- 
ment avec un anticorps, un antigene ou un receptsur. 

18°) Proteine hybride selon la revendication 17, caracterisee en ce que la proline PI est differente de 

I enzyme. 

19") Proteine hybride selon la revendication 17. caracterisee en ce que la proteine P1 est identique a 
I enzyme. 

20°) Proteine hybride selon la revendication 17 ou la revendication 19. caracterisee en ce qu'elle comprend 
une enzyme exportee ou secretes par un microorganisme notamment choisi dans le groupe qui comprend 
les bacteries et les levures. dans iaquelle est inseree une proteme P2 appropriee. 

21°) Proteine hybride selon la revendication 17 ou la revendication 19, caracterisee en ce qu'elle comprend 
successivement un fragment d'une enzyme exportee ou secretee par un microorganisme notamment choisi 
dans le groupe qui comprend les bactenes et les levures, une proteme P2 appropriee. puis la sequence 
mature complete de ladite enzyme. 
22°) Proteme hybride selon I'une quelconque des revendications 17 a 21, caracterisee en ce qu'elle 
contient une proteme P2 notamment choisie dans le groupe qui comprend les hormones peptidiques. les 
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fragments simple chaTne analogues aux domaines variables des immunogiobulines et les toxines, inseree 
au sein d'une enzyme choisie dans le groupe qui comprend notamment ia phosphatase alcaline, la 
phosphatase acide, la glucose phosphatase acide. la phosphodiesterase cyclique et la 0-lactamase. 
23°) Proteine hybride selon la revendication 22, caracterisee en ce qu'elle comprend avantageusement une 
5 neurotoxine inseree dans la phosphatase alcaline. 

24°) Proteine hybride selon la revendication 22 ou la revendication 23, caracterisee en ce que la 
neurotoxine est Terabutoxine a (ea), laquelle proteine hybride presente ia sequence deduite selon les 
formules I ou III selon la revendication 12 ou la revendication 16. 

25°) Proteine hybride selon la revendication 22, caracterisee en ce qu'elle comprend avantageusement 
io Tangiotensine 1 inseree dans la phosphatase alcaline et presente la sequence deduite selon la formule II 
selon la revendication 14. 

26°) Famille de vecteurs d'expression et/ou de clonage d'une proteine hybride selon Tune quelconque des 
revendications 17 a 25, caracterisee en ce que chaque vecteur inclut un systeme depression comprenant 

is - un promoteur approprte, 

- un site de fixation aux ribosomes, 

- une sequence d'acide nucleique comportant la sequence leader du gene de structure d'une proline P1 , 
une sequence codant pour un fragment NH 2 -terminal de ladite proteine P1 mature, une sequence codant 
pour une proteine P2 inseVee au niveau d'un site de restriction natural et la sequence codant pour une 

20 enzyme extracytoplasmique mature ou un fragment de celle-ci, laquelle sequence d'acide nucleique 
correspond a une sequence hybride conforme a Tinvention, et 

- un terminateur de transcription, 

lequel systeme d'expression est insere dans une structure genetique appropriee. notamment choisie dans 
le groupe qui comprend des plasmides, des phages, des cosmides ou des chromosomes appropries. 
25 27°) Vecteur selon la revendication 26, caracterise en ce que la structure genetique est un plasmide et la 
proteine P1 est identique a I'enzyme. 

28°) Vecteur selon la revendication 26 ou la revendication 27, caracterise en ce que lorsque P2 est 
avantageusement Terabutoxine a, on obtient un plasmide, denomme pEP1726, presentant les proprietes 
suivantes : 
30 - il comprend 6,1 kb ; 

- il est obtenu par ligation du plasmide pJC2431 portant le gene de structure de la phosphatase alcaline et 
le gene de resistance a I'ampicilline (AP R ), -ledit plasmide etant linearise au site Bel I, au niveau du codon 
28 dudit gene de structure de la phosphatase alcaline, -avec le fragment Sau 3AI-Sau 3Ai de 192 paires de 
bases codant pour Terabutoxine a. 

35 29°) Famille de vecteurs d'expression et/ou de clonage d'une proteine hybride selon Tune quelconque des 
revendications 17 a 25, caracterisee en ce que chaque vecteur inclut un systeme d'expression comprenant 

- un promoteur approprie, 

- un site de fixation aux ribosomes, 

40 - une sequence d'acide nucleique comportant la sequence leader du gene de structure d'une proteine P1 , 
une sequence codant pour un fragment NH2-terrninal de ladite proteine P1 mature, la sequence codant 
pour une enzyme extracytoplasmique mature ou un fragment de celle-ci et un ou plusieurs sites de 
restriction uniques, aptes a recevoir une sequence codant pour une proline P2, situ6s a la jonction entre le 
fragment de sequence codant pour la proteine P1 et la sequence codant pour Tenzyme, et 

45 - un terminateur de transcription, 

lequel systeme d'expression est inse>§ dans une structure genetique appropriee, notamment choisi dans le 
groupe qui comprend des plasmides, des phages, des cosmides ou des chromosomes appropries. 
30°) Vecteur selon la revendication 29, caracterise en ce qu'au moins Tun des sites de restriction uniques 
introduit entraTne un dephasage du gene de Tenzyme, le rephasage dudit gene etant assure par Tintroduc- 

so tion de la sequence de la proteine P2. 

31°) Vecteur selon la revendication 29 ou la revendication 30, caracterise en ce qu'on obtient un plasmide 
denomme pLIP1 presentant les proprietes suivantes : 

- il comprend environ 5,9 kb, et 

• il est obtenu par mutagenese dirigee du gene phoA porte par le plasmide pJC2431 de maniere a 
56 introduire un site de restriction unique Smal, correspondant a la position +6 de la proteine mature. 

32°) Microorganisme obtenu par transformation genetique, caracterise en ce qu'il est obtenu par modifica- 
tion appropriee d'une souche appropriee d'£. Colt par un vecteur selon Tune quelconque des revendications 
26 a 31. 
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f^'TfT?-?™ , Sel ™ ' a revendication 32 - caracterise en ce qu'il est avantageus ment una souche 
uoi 1 8 d t. Coll transformee par le vecteur pEPl 726. 

34°) Microorganisme selon la revendication 33, denomme SEP 1726. caracterise en ce qu'ila ete deposee 
en date du 2 juin 1989 sous le numero I-862 aupres de la Collection Nationale des Cultures de 
5 Microorganismes tenue par I'lnstitut Pasteur. 

^^TrTy?™ ? Gi °* ' a revendication 32 - caracterise en ce qu'il est avantageusement une souche 
oi/ns d t. Con transformee par le plasmide pLIP1. 

36" Microorganisme selon la revendication 35. caracterise en ce qu'il a ete deposee en date du 7 juin 1990 
Pasteur nUmer ° '" 954 ^ " C °" eCti ° n Nationale des Cultures cle Microorganismes tenue par I'lnstitut 

37°) Processus depression d'une proteine hybride selon I'une quelconque des revendications 17 a 25 
caracter.se en ce qu'il met en oeuvre un vecteur d'expression selon I'une quelconque des revendications 26 
a 41, dans un microorganisme selon I'une quelconque des revendications 32 a 36 

38°) Reactif de diagnostic, caracterise en ce qu'il est constitue par une proteine hybride selon I'une 

J5 quelconque des revendications 17 a 25. 

39°) Procede de dosage immunoenzymologique de proteines. caracterise en ce qu'il consiste a detecter 
des proteines presentes dans un fluide biologique en mettant en presence (edit fluide biologique avec le 
react, de d.agnostic selon la revendication 38 et en ce que la presence dudit reactif sous forme de 
complexe ou sous forme libre est revelee par une reaction colorimetrique appropriee 

20 40°) Procede de dosage selon la revendication 39. caracterise en ce que lesdites proteines sont des 
antigenes. 

41°) Procede de dosage selon la revendication 39. caracterise en ce que lesdites proteines sont des 

anticorps. 

42°) Trousse prete a I'emploi pour la mise en oeuvre d'un dosage enzymoimmunologique selon I'une 
quelconque des revendications 39 a 41. caracterisee en ce qu'elle comprend outre les quantites appro- 
pnees de tampons et reactifs utiles pour la mise en oeuvre dudit dosage, des quantites appropriees du 
reactif selon la revendication 38. . h 

43°) Procede de criblage de banques d'ADNc ou d'acide nucleique genomique ou de selection de clones 
recombinants caracterise en ce que I'on revele la pre sence eventuelle d'une enzyme exportee ou secretee 
a part.r de clones de bacteries ou de cellules eucaryotes ayant eventuellement integrees un plasmide un 
phage un cosmide ou un chromosome recombinant recherche comportant une sequence nucleique hybride 
selon I une quelconque des revendications 1 a 16 par une reaction colorimetrique ou une selection sur un 
milieu de culture approprie. 

44°) ^Proced 6 selon la revendication 43, caracterise en ce que lorsque I'enzyme est la phosphatase aicaline, 
TJ?l la H ? res f nc ^ de 1 en2 V™ ex Portee ou secretee a I'aide d'un substrat approprie de ladite enzyme. 
Ill ? I la it indication 43, caracterise en ce que lorsque ('enzyme est la ^lactamase, on 

revele la presence de I enzyme exportee ou secretee a I'aide d'un milieu contenant de I'ampicilline 
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